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本鎖 DNA に比べて一本鎖 RNA に対して高いアフィニティーで結合することを見
出した。また、Suv39h1-CD の変異体による解析から、C末端側のαヘリックスの
中の塩基性アミノ酸が Suv39h1-CD の核酸結合に関与していることを明らかし
た	。細胞を用いた解析から、Suv39h1 が実際に CD を介してセントロメア近傍か
ら発現している major	satellite	RNA と結合することを見出した。さらに細胞
内での Suv39h1 の機能解析を行ったところ、RNA 及び H3K9me3 との結合がセント
ロメア近傍領域への自身のターゲティング、および特定のクロマチン領域への
安定的な結合に重要な役割を果たすことが明らかになった。これらの結果から、
Suv39h1 によるヘテロクロマチン形成に、Suv39h1-CD を介した RNA との結合が
重要な役割を果たしていることが強く示唆された。	
	 発生段階で形成される条件的ヘテロクロマチンの特徴であるH3K27me3修飾は、








	 ヒトの CBX のクロマチン結合の分子メカニズムを解析するために、まず
HEK293T 細胞で CBX2 のリン酸化状態を解析した。その結果、CBX2 は細胞内でリ
ン酸化されており、その主なリン酸化部位は AT 近傍のセリンリッチ（SR）領域
であること、そしてリン酸化酵素のカゼインキナーゼΙΙ（CK2）が SR 領域を in	
vitroでリン酸化できることを見出した。次に CBX2 のリン酸化が H3K27me3 結合
に与える影響について解析を遂行したところ、SR 領域のリン酸化が H3K27me3 ペ
プチド及びヌクレオソームへの結合特異性を高めることが明らかになった。次
に CBX2 の核酸結合能を解析したところ、AT が強い DNA 結合能を有すること、さ
らに SR 領域のリン酸化によってこの核酸結合能が阻害されることを見出した。
これらの結果より、CK2 による SR 領域のリン酸化が CBX2 の H3K27me3 の結合を
強め、さらに DNA の結合を阻害することによって H3K27me3 ヌクレオソームへの
 ３ 
結合特異性を高めていることが示唆された。次に、CBX2 のリン酸化の細胞内で
の生理的役割の知見を得るため、CBX2 をノックダウンした HEK293T 細胞に、野











































































テロクロマチン領域では、ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基のメチル化
（H3K9me3）が重要なマークとして働いている。さらに、クロモドメイン（CD）
という進化的に良く保存されたドメインを持つヘテロクロマチンタンパク質 1
（HP1）が CD を介してこの H3K9me3 に結合することで、抑制的な高次のクロマ
チン構造が形成される(Nakayama	et	al.,	2001)。H3K9 をメチル化する酵素とし


















る EZH2 がヒストン H3 の 27 番目のリジン残基をメチル化（H3K27me3）し、さら




	 CBX ファミリーの中の CBX2（M33）は、体軸形成を制御するショウジョウバエ
の Pc の相同因子として同定された	(Di	Croce	and	Helin,	2013;	Muller	et	al.,	
1995)。その後、哺乳類では CBX ファミリーとして CBX2、4、6、7、8 が存在す
ることが明らかになった(Muller	et	al.,	1995;	Senthilkumar	and	Mishra,	2009)。

















































る。Suv39h1 は H3K9 のメチル化酵素であり構成的ヘテロクロマチンの形成に必
須である。Suv39h1 は機能的に二つの特徴的なドメインを持つ。一つは N末端側
にあるクロモドメイン（CD）であり、もう一つは C末端側に存在し H3K9 をメチ
ル化する酵素活性を担う SET ドメインである。CD は H3K9me3 と結合し、ヘテロ
クロマチン領域を効率的に広げ、H3K9me3 を維持していく役割を持つことが明ら
かになっている(Al-Sady	et	al.,	2013;	Noma	et	al.,	2004;	Ragunathan	et	al.,	



















図 2-1	ヒトの SUV39H1 と H3K9me3 との結合		
Wang らの論文（PloS	one,	7,	e52977,	2012）の図を一部改変して引用。（上図）
SUV39H1-CD と H3K9me3 ペプチドとの共結晶構造。（下図）蛍光偏光法を用いた
SUV39H1-CD とペプチドとの相互作用を計測したグラフ。	
	
which form a compact core with a aromatic cage crucial for
binding methyllysine [16].
SUV39H1 Chromodomain Recognizes H3K9me3 by
Fluorescence Polarization Assays
Because the chromodomain we crystallized contains an incom-
plete aromatic cage, we next examine if the deletion of the first
aromatic residue F43 in SUV39H1 affects its methyl-lysine histone
binding. We purified two SUV39H1 constructs including the one
used for crystallization (aa 44–106) and the one containing a
complete aromatic cage (aa 42–100). By means of fluorescence
polarization assay, we found that the partial chromodomain does
not show detectable binding to any histone H3K9 peptides (Fig. 3A,
Table 1). The importance of a complete aromatic cage has been
show previously for CDYL, which lacks the first aromatic residue
and lacks histone binding as well [25]. Not surprisingly, the
Table 1. Binding constants of human SUV39H1 chromodomains and H3 histone peptides determined by fluorescence
polarization.





*NB: No detectable binding from FP experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0052977.t001
Figure 4. Hypothetical model of H3K9me3 binding by human SUV39H1 chromodomain. The structures of human SUV39H1 and
Drosophila melanogaster HP1 (PDB: 1KNE) chromodomains are aligned and shown in magenta and cyan, respectively. Y24, W45 and Y48 of Drosophila
melanogaster HP1 chromodomain that are critical for H3K9me3 binding are shown as sticks in blue. The corresponding residues, W64 and Y67 of
human SUV39H1 chromodomain, are shown as sticks in red. H3K9me3 peptide is shown in yellow with trimethylated lysine 9 shown as sticks.
doi:10.1371/journal.pone.0052977.g004
Human SUV39H1 Chromodomain
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is a conserved structural feature among chromodomain proteins
and other Royal family members [16]. This may implicate that the
cage structural element is not essential for fold stability. The
aromatic cage has been widely utilized for recognizing methylated
lysine or arginine of proteins, such as the tudor domain of SGF29,
which binds histone H3K4me2/3 and targets the SAGA complex
[17], the tudor domain of SND1, which binds arginine methylated
PIWI proteins and recruits its associated RNA cleavage activity
[18], the MBT domain of L3MBTL1/2, which recognizes lower
methyated lysine histones [19,20], the chromo barrel domain of
Eaf3, which is a subunit of the NuA4 histone acetyltransferase
complex and recognizes methylated H3K36 [21] and the WD40
domain of EED, which is a histone H3K27 reader and a
compoent of PRC2 complex [22,23]. In the next section, we are
going to discuss more regarding the histone binding ability of the
partial chromodomain of SUV39H1.
Another conserved structural feature of the chromdomain
family is that it contains a hydrophobic core consisting of the
residues V45, L48, Y60, V62, W64, L80, I85 and L86. All of these
residues are also conserved in the chromodomain family (Fig. 1A).
Interestingly, the potential peptide binding groove formed by the
SUV39H1 chromdomain b sheet is reminiscent of the binding
grove identified in the PTB and PDZ domains [24]. All these
observations revealed that the human SUV39H1 chromodomain
adopts an overall structure similar to that of the other
chromodomain family members and contains conserved residues,
Figure 2. Structural comparison between human SUV39H1 chromodo ain and other chromodomains, which are all colored in yan
A: human SUV39H1 chromodomain (PDB ID: 3MTS). B: human MPP8 chromodomain (PDB ID: 3R93) C: Drosophila HP1 chromodomain (PDB ID:
1KNE).
doi:10.1371/journal.pone.0052977.g002
Figure 3. Kinetic analysis of interactions between SUV39H1 chromodomain and H3K9me3/2/1/0 or H3K27me3 peptide was
performed by fluorescence polarization assay. Diagrams of different H3 peptides are indicated by different symbols. A: Kinetic analysis of
interactions between truncated SUV39H1 chromodomain (aa 44–106) and H3K9me3/2/1/0 peptide. B: Kinetic analysis of interactions between
complete SUV39H1 chromodomain (aa 42–100) and H3K9me3/2/1/0 or H3K27me3 peptide.
doi:10.1371/journal.pone.0052977.g003
Human SUV39H1 Chromodomain

























Triton-X100 を終濃度 1%になるように加え、30 分間反応させた。Glutathione	






EMSA は	(Ishida	et	al.,	2012)らの方法に従った。PCR で増幅した major	





ポリアクリルアミドゲルで RNA を泳動し、BioMasher-Ι	(Assist)によって RNA
を抽出した。精製した dsDNA 及び ssRNA は 5’EndTag	Nucleic	Acid	Labeling	




上で反応させた。ペプチドを加えた EMSA は、GST タンパク質と蛍光プローブ及
























でサンプルを抽出後、2	U の DNase	Turbo を含む、総量 50	µl の付属の reaction	



















懸濁し、10 分間氷上で静置後、100	µl を Whole	Cell	Lysate として取り分け、
残りの 100	µl を 14,010	×	gで 10 分間遠心した。上清を Supernatant フラク
ションとして別のチューブに移し、等量の2×SDSサンプルバッファーを加えた。












































	 当研究室の過去の報告より、酵母のクロモドメインタンパク質 Chp1-CD の核
酸結合能がヘテロクロマチンのサイレンシングに重要な役割を果たしているこ
とが明らかになっている（Ishida	et	al.,	2012）。同じ報告で Suv39h のホモロ
グである分裂酵母の Clr4 も H3K9me と結合することによって核酸と結合するこ
とが示されているが、その生理的な役割は解明されていない。そこで本研究で
は哺乳類の Suv39h1 に着目し、Suv39h1 が同様な核酸結合能を有しているか検討
した。まず大腸菌からリコンビナントタンパク質として GST、GST-Chp1-CD、
GST-Suv39h1-CD を精製した（図 2-2A,B）。精製したタンパク質と in	vitroで発
現させた major	satellite に相当する一本鎖 RNA（ssRNA）との結合を EMSA	(ゲ
ルシフトアッセイ)により解析したところ、Suv39h1-CD は単独で ssRNA と結合す
ることを見出した（図 2-2C）。同様に major	satellite に相当する二本鎖 DNA
（dsDNA）をプローブとして用いて解析を行った結果、Suv39h1-CD は dsDNA にも
結合できるが、詳細な滴定ゲルシフトアッセイによる比較を行ったところ、




製して解析を行った。当研究室の先行論文において、分裂酵母の Chp1 及び Clr4
の CD は、それぞれ C 末端側のαヘリックスの中の塩基性アミノ酸クラスターを
介して RNA と結合することが明らかになっている（Ishida	et	al.,	2012）。そ
こで Suv39h1-CD の C 末端側に存在しているαヘリックスの塩基性アミノ酸に着
目して、いくつかの組み合わせでアラニンに置換した変異体 Suv39h1-CD タンパ
ク質を作製した(図 2-3A,B、mut1-4,	4A)。これらの変異 Suv39h1-CD を用いたゲ
ルシフトアッセイによって、91 番目のリジン、95、99、100、102、103 番目の
アルギニンが核酸との結合に関与していることが明らかになった	(図 2-3C,D)。	
	 当研究室の過去の報告において、分裂酵母の Chp1 はメチル化 H3K9 と結合す
ることで核酸結合能が促進されることが示されている（Ishida	et	al.,	2012）。
そこでSuv39h1-CDにも同様なメチル化ヒストンの認識と核酸結合の共役が存在






























の CBB 染色像。（C-E）ゲルシフトアッセイの結果。130 塩基の ssRNA プローブを
用いたゲルシフトアッセイの結果（C）。GST-Suv39h1-CD を段階希釈し、130 塩























 Suv39h1-CD vs ssRNA























































































Figure 1. Suv39h1-CD can bind nucleic acids 
(A) Schematic of full-length Suv39h1, GST-fused Suv39h1-CD (39–105), and S. pombe Chp1-CD (20–75). (B) The 
recombinant GST-fused proteins used in (C); these proteins were visualized by CBB staining. (C) An EMSA using 
GST-fused proteins. 8 μM of GST or GST-fusion was used in one assay. Fluorescein-labeled 130-nt major satellite 
ssRNA was used as a probe. (D and E) Titration EMSAs using GST-Suv39h1-CD (0–8 μM with 0.5-fold dilutions) 
incubated with (D) 130-nt ssRNA or (E) 130-bp dsDNA. The dsDNA probe appears as two bands dependent on the 
number of cross-linked fluorescent dye. (F) The binding isotherm of Suv39h1-CD to ssRNA and dsDNA; plots were 
calculated from the unbound fractions. (G) The dissociation constants measured by titration ssRNA and dsDNA EMSA 


























	図 2-3	Suv39h1-CD の核酸結合と H3K9me3 結合はそれぞれ独立して働く	
（A）ゲルシフトアッセイに用いた野生型及び変異型 Suv39-CD。上部は二次構造
を示している。（B,E）精製した GST、野生型 Suv39h1-CD 及び変異型 Suv39h1-CD
の CBB 染色像。（C）野生型及び変異型 Suv39h1-CD を用いたゲルシフトアッセイ。
（D）段階希釈した野生型及び変異型 Suv39h1-CD タンパク質を用いたゲルシフ
トアッセイの結果。結合した RNA を定量化したグラフ。（F）野生型及び Y67A、





























































































































































































2-3E)。その結果、野生型 Suv39h1-CD は過去の報告通り H3K9me3 に結合するこ
とが確認できたが(図 2-3F)、Y67A は野生型とは異なり H3K9me3 に対する特異的
な結合はほとんど見られなかった(図 2-3F)。この結果から Y67 は	Suv39h1-CD
が H3K9me3 と結合するために重要なアミノ酸であることが確認できた。次に	
Suv39h1-CD の H3K9me3 結合が Suv39h1 の核酸結合能に与える影響について解析
を行なった。Chp1—CD は過去の報告通り、メチル化 H3K9 ペプチドを添加すると、







	 さらに、ヘテロクロマチン形成における Suv39h1-CD の核酸結合能の役割を解
析するため、理化学研究所眞貝細胞記憶研究室との共同研究として以下の実験
を遂行した。まず FLAG タグをつけた Suv39h1 の全長の核酸結合能変異体（4A）、
H3K9 結合変異体	(Y67A)、及び核酸と H3K9me3 の両方に結合できない変異体	
（Y67A-4A）を、ウィルスベクターを用いて、Suv39h1 及び Suv39h2 を欠損した
iMEF 細胞（Suv39h	dn 細胞）(Lachner	et	al.,	2001)に発現させ、ヘテロクロ
マチンの指標である H3K9me3 を観察した（図 2-4A,B）。細胞を DAPI で染色した
場合、濃く染まった（DAPI-dense）領域は DNA が凝縮しているヘテロクロマチ
ン領域であり、その領域には H3K9me3 が局在している。Suv39h	dn 細胞では
H3K9me3 シグナルが消失するが、野生型の Suv39h1 を導入すると DAPI-dense 領
域のH3K9me3が回復する（感染3日目;	64.0	±	7.9%、感染6日目;	97.0	±	1.3%）
( 図 2-4C,D) 。 一 方 、 FLAG-Suv39h1-4A 、 FLAG-Suv39h1-Y67A 、 及 び
FLAG-Suv39h1-(Y67A-4A）を野生株と同様に Suv39h	dn 細胞に発現させ、その細




Y67A-4A 変異体は 6 日目でも 71.9	±	1.9%までしか回復しなかった	(図 2-4D)。
H3K9me3 が減少するということは DAPI-dense 領域上の HP1 の局在も減少してい
ることが推測される。そこで、Suv39h1を発現させた感染6日目の細胞について、
DAPI-dense 領域と共局在する HP1βを計測し、比較した。その結果、4A 及び
Y67A-4A変異体のDAPI-dense領域上のHP1βの局在が野生型と比較して明らかに
少ないことが分かった(図 2-4E)。これらの結果から、Suv39h1 の核酸結合能は




	 in	vitro解析によって Suv39h1-CD が major	satellite	RNA に結合することが
明らかになったが、細胞内で実際に Suv39h1 が major	satellite	RNA に結合し
ているかは不明である。そこで細胞内で Suv39h1 が major	satellite	RNA と結
合しているか、RNA 免疫沈降法によって検討した。まず、Suv39h	dn 細胞に FLAG	
タグを付加した野生型の Suv39h1-WT、核酸に結合できない CD	(4A)を持つ変異
Suv39h1-4A をそれぞれ発現させ、FLAG 抗体で免疫沈降を行った(図 2-5A)。その
後、メンブレンにブロットし、major	satellite プローブにて沈降した核酸を検
出したところ、野生型 Suv39h1 と major	satellite	RNA との結合を検出するこ
とができた。このシグナルは RNase 処理によって完全に消失してしまうため、
このシグナルが major	satellite	RNA であることを示している	(図 2-5B)。興味
深いことに、Suv39h1-4A を免疫沈降したサンプルでは major	satellite	RNA シ
グナルはほとんど検出できなかった(図 2-5B)。以上の結果から、Suv39h1 は細
胞内で CDを介して major	satellite	RNA と結合していることが強く示唆された。	




























図 2-4	Suv39h1-CD の核酸及び H3K9me3 結合はヘテロクロマチン形成に重要な役
割を果たしている	
（A）野生型 Suv39h1 及び 4A（核酸結合変異型）、Y67A（H3K9me3 結合変異型）、
Y67A-4A（核酸及び H3K9me3 結合変異型）Suv39h1 のアラインメント。（B）Suv39h	
dn 細胞に発現させた FLAG-Suv39h1 のウェスタンブロット。各 FLAG-Suv39h1 は
内在性の Suv39h1 と同等もしくは少し発現が高い。（C,D）Suv39h	dn 細胞に野生
型及び変異型 FLAG-Suv39h1 を発現後、H3K9me3 抗体で免疫染色し、DAPI-dense
領域に H3K9me3 が集積している細胞を感染 3 日後（C）、6 日後（D）にそれぞれ
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Figure 3. Suv39h1-CD’ s nucleic acid binding and H3K9me binding are both crucial for pericentric heterochromatin 
assembly
(A) Alignment of wild-type (WT) and mutant full-length Suv39h1. Boxes outline the chromodomain (shaded black), and the 
SET domain (shaded gray). (B) Suv39h1 protein expression level. *Endogenous Suv39h1; arrowhead: FLAG-Suv39h1. (C-D) 
Kinetic comparison of the appearance ratio of the cells containing H3K9me3+ DAPI-dense foci after induction of WT and 
mutant Suv39h1 in Suv39h dn iMEFs. Immunohistochemical staining for H3K9me3 in WT iMEFs, Suv39h dn iMEFs, or Suv39h 
dn iMEFs expressing FLAG-tagged 4A, Y67A, Y67A-4A, or WT Suv39h1 at (C) 3 days or (D) 6 days post-infection. The 
H3K9me3-positive cells within a population of 100 or more cells were counted (n = 3, mean ± SD, *P < 0.05, **P < 0.001). (E) 
The rate of HP1β heterochromatin accumulation in WT and mutant Suv39h1 during heterochromatin establishment. 
Immunohistochemical staining for HP1β in WT iMEFs, Suv39h dn iMEFs, or Suv39h dn iMEFs expressing FLAG-tagged 4A, 
Y67A, Y67A-4A, or WT Suv39h1 at 6 days post-infection. (F) HP1β accumulated at heterochromatin in cells where H3K9me3 
was restored. The radii of the circles indicate the number of cells in each category. Immunohistochemical staining for HP1β in 
WT iMEFs, Suv39h dn iMEFs, or Suv39h dn iMEFs expressing FLAG-tagged 4A, Y67A, Y67A-4A, or WT Suv39h1 at 6 days 
post-infection. The cells with HP1β heterochromatin accumulation within a population of 100 cells or more were counted (n = 3, 
mean ± SD, *P < 0.05, **P < 0.005). The radii of the circles indicate the % ratio of cells in each category.















































































































































図 2-5	Suv39h1 は細胞内で major	satellite	RNA と CD を介して結合する	
（A）Suv39h 欠損細胞に野生型及び変異型 FLAG-Suv39h1 を発現後、FLAG 抗体で
免疫沈降し、FLAG 抗体でウェスタンブロットをした結果。（B）免疫沈降したサ
ンプルをドットブロットで解析した結果。左図は major	satellite プローブで
検出。右図は 18s	rRNA プローブで検出している。免疫沈降した核酸が RNA であ
ることを確認するために RNase 処理をした。（C,D）クロマチン分画の結果。可

















































































体は 4A 及び Y67A 単独の変異体と比較して、可溶性フラクションに局在する量
が増えていることが分かった	(図 2-5D)。これらの結果から、Suv39h1 のクロマ
チン結合には、CD による H3K9me3 への結合と RNA への結合の両方が必要である
ことが示唆された。	
	
2-3-5	Suv39h1-CD の核酸及び H3K9me3 結合能のヘテロクロマチン結合における
役割の解析	
	 これまでの結果より、Suv39h1 は CD を介して major	satellite	RNA に結合し、
この RNA 結合能が H3K9me3 を最初に確立する過程に重要なことが分かった。興
味深いことに、Y67A-4A 変異体はクロマチンから解離しやすくなっていることか
ら、Suv39h1 の RNA 結合能は H3K9me3 の存在する通常の細胞においても Suv39h1
のクロマチン結合に寄与している可能性が考えられる。そこで次に、Suv39h1 の
クロマチン結合における Suv39h1-CD の核酸及び H3K9me3 結合能の役割を明らか
にするため、東京工業大学の木村宏博士の協力を得て解析を行った。まず、
Suv39h	dn 細胞に GFPを融合させた野生型及び各変異を持つ Suv39h1 を安定発現
させた株を単離した（図 2-6A）。以前の報告と同じように、野生型 GFP-Suv39h1
は核に発現しており、Hoechstで濃く染色される領域に局在していた	（図2-6A）。




の結果は Y67A 単独の変異体よりも顕著であるため、4A が付加的に影響を与えて
いると考えられる（図 2-6B）。次に	FRAP 解析によって各 Suv39h1 のダイナミク
スを定量的に解析した。その結果、4A 及び Y67 変異体の光褪色後の蛍光の回復
時間が野生型と比較して明らかに早く（野生型の Suv39h1 が約 20	s であるのに
対し、4A、Y67A は約 6	s）、蛍光強度の最大回復値である Mobile	fraction も
増加していた（野生型は約 73%であるのに対して、4A と Y67A は 88-89%）(図
2-6C,D)。さらに興味深いことに、Y67A-4A 変異体はさらにダイナミックな挙動
を示すということが分かった（約 3	s、mobile	fraction は約 91%）(図 2-6D)。
これらの結果から、Suv39h1-CD の RNA 及び H3K9me3 結合能はどちらも自身のヘ	
 ２３ 
	
図 2-6	Suv39h1-CD の核酸及び H3K9me3 結合は自身のヘテロクロマチンへの安定
的な結合に重要である	
（A）Hoechst 染色及び野生型及び変異型 GFP-Suv39h1 の局在の解析。（B）ヘテ
ロクロマチン領域とユークロマチン領域の GFP シグナルの強度の比率を表した








































































Figure 5. Both Suv39h1-CD’ s nucleic acid binding and H3K9me binding contribute to Suv39h1’ s 
retention on heterochromatin
(A) Subcellular localization of Hoechst staining and wild-type (WT) or mutant GFP-Suv39h1 in Suv39h dn 
iMEF cells. (B) Box plot showing the signal-intensity ratio between euchromatin and heterochromatin. 
Center lines show the medians, box limits indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R 
software, whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles, and outliers 
are represented by dots; n = 20 sample points. (*P < 0.005, **P < 0.00005) (C) FRAP analysis of WT or 
mutant GFP-Suv39h1 in Suv39h dn iMEFs. The means of the relative intensity in the bleached area are 
indicated with the SD (n ≥ 29).  (D) Quantification and statistical analysis of the FRAP analysis in C; and 






































2-3-6	Major	satellite	RNA ノックダウン細胞による Suv39h1 の影響	
	 Suv39h1-CD の核酸結合能が自身のヘテロクロマチン領域への安定的な結合に
重要なことが明らかになったことから、major	satellite	RNA 自身が Suv39h1 の
ヘテロクロマチン領域の安定的な結合に関与している可能性が強く示唆された。
そこで次に locked	nucleic	acid	(LNA)-DNA	gapmers 法を用い major	satellite	
RNA をノックダウンして、Suv39h1 の動向を観察した(Probst	et	al.,	2010)（図




ける FRAP 解析を行ったところ、GFP-Suv39h1 の挙動が明らかに可動的になって


















図 2-7	major	satellite	RNA は Suv39h1 の安定的な結合に重要である	
（A）定量リアルタイム PCR の結果。Suv39h 欠損細胞に野生型 GFP-Suv39h1 発現
細胞に LNA-DNA	GapmeRs をトランスフェクション後、RNA を回収した。核内で発










































































major satellite RNA NEAT1
maj1+2 LNA GapmeR
Figure 6. Major satellite RNAs contribute to Suv39h1’ s retention on heterochromatin.
(A) qRT-PCR for major satellite RNAs or nuclear non-cording RNA NEAT1 transcripts in Suv39h dn 
iMEFs expressing GFP-suv39h1 transfected without or with a set of two LNA-DNA GapmeRs directed 
against the Forward and Reverse major satellite transcripts. (B) FRAP analysis of GFP-Suv39h1 in the 
































	 図 2-6 の Hoechst 染色及び野生型及び変異 GFP-Suv39h1 の局在の解析結果よ
り、Y67A-4A 変異体は野生型と比較してユークロマチン領域のシグナルが有意に
増加していた。この結果より、RNA 及び H3K9me3 結合の両方がヘテロクロマチン
領域特異的に結合するために重要な役割を果たしていることが見出された。さ
らに、生化学的解析により CD の RNA 結合と H3K9me3 結合はそれぞれが独立して
いることを見出した。このことから CD の RNA 結合能及び H3K9me3 結合能は独立
して働き、さらに両方の結合能が標的クロマチン領域への結合力を高めている
可能性が示唆された。	
	 Major	satellite	RNA と結合できない変異体の解析及び major	satellite	RNA
のノックダウン実験により、Suv39h1 が CD を介して major	satellite	RNA と結
 ２７ 










	 本研究は DAPI-dense 領域や major	satellite	領域を解析したのみで、他の領
域にどのような影響があるのかは解析をしていない。Suv39h1 と結合している
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CBX1 (HP1β) 5 ± 2 N/B
CBX3 (HP1γ) 15 ± 8 N/B
CBX5 (HP1α) 30 ± 5 N/B
CBX2 >500 185 ± 20
CBX4 70 ± 7 205 ± 20
CBX6 >500 >500





HEK293T 細胞から RNA を抽出後、SuperScript	III	reverse	transcriptase	
(Invitrogen)で cDNA ライブラリーを作製した。ヒトの CBX2 をコードする領域
を Pfu	Turbo	PCR	system	(Agilent)で増幅し、TOPO-TA	cloning	kit	（Invitrogen）
で pCRΙΙベクターにクローニングした。大腸菌でリコンビナントタンパク質を発







たコロニーを 3	ml の 2xYT 培地で 2〜3時間培養し、その後 1	L の培地に加えた。
OD600値が 0.5 になるまで 37℃で振盪培養した後、25℃まで冷やした。十分に温
度が下がったのを確認した後に、イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド





Triton-X100 を終濃度 1%になるように加え、30 分間反応させた。Glutathione	























3-2-6	細胞からの RNA 抽出方法と定量リアルタイム PCR	


















2014）。各 GST-CBX2 を 1	µg と 100	U のリコンビナントカゼインキナーゼΙΙ	(CK2;	
 ３６ 
NEB)を 25	µl の reaction	buffer	(20	mM	Tris-HCl	[pH	7.5],	50	mM	KCl,	10	mM	
MgCl2,	and	200	mM	adenosine	triphosphate	[ATP])中で 30℃、3 時間反応させ







TaKaRa]）を添加し、37℃で少なくとも 3 時間以上反応させた。SDS サンプルバ





び H3K27me3 のヒストンペプチド（18〜33	aa）、50	nmol と Sulfolink	Coupling	
Resin	(Pierce)、500	µl（ベッドボリューム）を 5 時間以上室温でクロスリン
クさせた。GST-CBX2 とヒストン-ペプチドの比率が 1:1000 になるように混ぜ、
150	µl	の binding	buffer	(20	mM	Tris-HCl	[pH	8.0],	150	mM	NaCl,	1	mM	EDTA,	
and	0.1%	Triton	X)	中にて 1時間、室温で反応させた。反応後、1	ml の binding	





ビオチン化ヌクレオソームを 1	µg と T1	beads	(Invitrogen)を総量 100	µl の
binding	buffer	(10	mM	Tris-HCl	[pH	7.5],	150	mM	NaCl,	0.1%	Triton	X,	5%	
glycerol,	0.025	mM	EDTA,	0.1	mg/ml	bovine	serum	albumin	[BSA],	and	1	mM	DTT)
中で 4℃、4 時間反応させた。ビーズを binding	buffer で 2 回洗浄後、ヌクレ
オソームが結合したビーズと GST-CBX2 を binding	buffer 中で 4℃、1時間反応
させた。wash	buffer	(10	mM	Tris-HCl	[pH	7.5],	300	mM	NaCl,	0.1%	Triton-X,	





































	 ヒトの CBX2 のクロマチン結合の分子メカニズムを解析するために、まず
HEK293T 細胞で CBX2 のリン酸化状態について、CBX2 抗体でウェスタンブロット
解析によって検討した（図 3-2）。その結果、CBX2 の計算上の分子量はおよそ 56	
kDa であるが、73	kDa 付近にバンドを確認した（図 3-2B）。このバンドシフトが
リン酸化によるものかを検討するため、細胞抽出液を脱リン酸化酵素（shrimp	
alkaline	phosphatase:	SAP）で処理したところ、移動度の速いバンドが検出さ
れた（図 3-2B）。この結果から、マウスと同様に、ヒトの CBX2 が細胞内でリン
酸化されていることが確認できた。	





検討するため、FLAG タグを付加した野生型及び SR、AR 領域を欠損した変異体（Δ
SR、ΔAR）を HEK293T に発現させ、それらの移動度を検討した（図 3-2C-E）。ま
た、以前の報告でリン酸化されていることが示唆されている 42 番目のセリンを
アラニンに置換した変異体	(S42A)も同時に検討した（図 3-2D,E）（Hatano	et	al.,	
2010）。その結果、野生型 CBX2 で見られた大きなバンドシフトは、ΔSR 及びΔ
AR では確認できず、弱い移動度の変化が観察された（図 3-2D）。一方、以前報
告された S42 を置換した S42A では、野生株と比較して大きな移動度の変化は観
察されなかった。これらの結果から、CBX2 の SR や AR 領域を含む領域が細胞内
でリン酸化されていることが示唆された。さらに詳細な解析をするために CBX2
の N 末端側（1-129	aa）について、野生型及びΔSR、ΔAR、S42A 変異体をそれ
ぞれ発現させて同様に解析を行った（図 3-2E）。その結果、ΔSR は SAP 処理前
後でバンドシフトの変化は確認できなかった（図 3-2E）。また、ΔAR では部分
的にリン酸化されている CBX2-N が確認された（図 3-2E）。さらに全長の CBX2 の
結果と同様に、CBX2-N においても S42A の影響はほとんど確認できなかった（図
3-2D,E）。これらの結果より、ヒトの CBX2 は細胞内でリン酸化されており、そ
























図 3-2	ヒト CBX2 の N 末端側の SR 領域は細胞内でリン酸化されている	
（A）ヒト CBX2 の全長の模式図（上）。ヒト、マウス、アフリカツメガエル、ゼ
ブラフィッシュの CBX2 の N 末端領域の配列のアラインメント（下）。（B,C）
HEK293T 細胞内での CBX2 のリン酸化状態の解析。SAP 処理をすることによりリ
ン酸化の状態を確認できる。CBX2 抗体を用いた内在性 CBX2 のウェスタンブロッ
ト（B）。FLAG-CBX2 を発現させたウェスタンブロット（C）。（D）発現させた
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	 次に CBX2 の SR 領域が実際に CK2 によってリン酸化されるか確認するため、
in	vitroのリン酸化アッセイを行った（図 3-3）。まず GST 及び GST を融合させ
た CBX2 の N 末部分断片（CBX2-CD、CD+AT、N）をそれぞれ作成し、リコンビナ
ント CK2 と反応させて SDS-PAGE でリン酸化状態を解析した（図 3-3A,B）。その
結果、CD、CD+AT は CK2 反応前後でマイナーなリン酸化バンドしか検出できない
のに対し、SR 及び AR 領域を含む N末端は CK2 反応後の主なバンドの移動度が明
らかに遅くなった（図 3-3B）。このことから CBX2 の SR 領域は CK2 によって効率
良くリン酸化されることが分かった。さらに CBX2 の SR 領域のリン酸化の機能
を in	vitroで解析するために、大腸菌内で CK2 と	CBX2 を共発現させてリン酸
化 CBX2 を作製した（図 3-3C）。	
	
3-3-3	SR 領域のリン酸化による H3K27me3 結合の影響	
	 次に CK2 による SR領域のリン酸化が CDの H3K27me3 結合に与える影響につい
て、3-3-2 で精製したリン酸化 CBX2-N を用いて解析を行った（図 3-4）。まず未
修飾及びメチル化されたヒストン H3 ペプチド（18-33	aa）を用いてペプチドプ
ルダウンアッセイを行った（図 3-4A）。過去の報告通り、CBX2 の CD は H3K27me3
と結合し、未修飾ペプチドにはほとんど結合しなかった(Kaustov	et	al.,	2011,	
Bernstein	et	al.,	2006)（図 3-4A）。興味深いことに、CD+AT 及び CBX2-N は
H3K27me3 ペプチドにほとんど結合しなかった（図 3-4A）。この結果は、AT と H3
ペプチド間で静電的な相互作用があり、その結果、結合が見られなくなったと
考えられる。さらに興味深いことに、CBX2-N は CK2 によってリン酸化されると
H3K27me3 に対する結合嗜好性が回復することを見出した（図 3-4A）。これらの
結果から、CK2 による CBX2 の SR 領域のリン酸化は CD の H3K27me3 ペプチドへの
結合を促進する重要な役割を果たしていることが明らかになった。	
	 当研究室の以前の報告より、HP1αの N 末端のリン酸化は H3K9me3 ヌクレオソ
ームの結合特異性を高めることを明らかにした（Nishibuchi	et	al.,	2014）。












図 3-3	CBX2 の SR 領域は CK2 によってリン酸化される	
（A）ヒト CBX2 の全長と精製した GST-CBX2-CD（2-63	aa）、CD+AT（2-82	aa）、N
末端（2-129	aa）の模式図。（B）In	vitro リン酸化アッセイの CBB 染色像。精
製した GST、GST-CBX2-CD、GST-CBX2-CD+AT、GST-CBX2-N とリコンビナント CK2










































































図 3-4	CK2 による CBX2 の SR 領域のリン酸化は H3K27me3 の結合を促進する	
（A）ペプチドを用いたプルダウンアッセイの結果。GST 抗体によってウェスタ
ンブロットによって検出した。（B）再構成ヌクレオソームを用いた GST-CBX2-N
とのプルダウンアッセイの結果。（C）リン酸化 GST-CBX2-CD+AT の CBB 染色図。
（D）再構成ヌクレオソームを用いた GST-CBX2-CD+AT とのプルダウンアッセイ





























































味深いことに、CK2 によって SR 領域がリン酸化されると、CBX2-N による未修飾
H3 ヌクレオソームへの結合はほぼ完全に阻害された（図 3-4B）。この結合特異









	 当研究室の以前の研究において、HP1αの N末端のリン酸化は HP1αが持ってい
る DNA 結合能を抑制し、その結果 H3K9me3 ヌクレオソームへの結合特異性を高
めるということを明らかした（Nishibuchi	et	al.,	2014）。Cbx2—CD は RNA と結
合しないという報告がされているが（Bernstein	et	al.,	2006）、CBX2 には
AT-hook（AT）という DNA 結合ドメインが CDの C末端側に存在している	(Aravind		




DNA 結合能を解析した（図 3-5）。まず CD の核酸結合能を解析したが、その結合
能は非常に弱いものであった（図 3-5A,F,G）。次に AT ドメインの DNA 結合能を
解析したところ、非常に強い結合能を有しており、さらに CBX2-N も同等かそれ
以上に強い核酸結合能を持っていることを見出した（図 3-5B-D,F,G）。興味深い
ことに、CK2 による SR 領域のリン酸化によって CBX2-N の強い DNA 結合能が阻害
されることが分かった（図 3-5E-G）。これらの結果から CBX2 の AT ドメインは強
い DNA との結合能を持つこと、また CK2 による SR 領域のリン酸化によってその
結合が阻害されることが明らかとなった。	
	 近年、タンパク質をコードしないノンコーディング RNA が CD タンパク質の標
的領域の結合に関係しているという報告がされている	(Hamada	et	al.,	2014)。






























図 3-5	 CK2 による	CBX2-N のリン酸化は AT-hook の DNA 結合能を阻害する	
























































































RNA との結合は非常に弱いものであるのに対し、AT、CD+AT、N は非常に強い RNA
結合能を持つことを見出した（図 3-6A-D,F,G）。また DNA と同様に CBX2-N は CK2
によって SR領域がリン酸化されることによって RNAとの結合が阻害されること
が明らかとなった（図 3-6E-G）。これらの結果は、クロマチンに結合している




	 CBX2 の SR 領域のリン酸化の生理的役割の解明をするために、CBX2 をノック
ダウンした HEK293T 細胞に野生型及びリン酸化部位欠損型 CBX2を発現させるレ
スキュー実験を行った。まず CBX2 の標的遺伝子を同定するために、HEK293T 細




CBX2 が直接 p21 遺伝子の発現を制御しているということが明らかにされている
(van	den	Boom,	V.	et	al.,	2013)。そこで本研究では p21にターゲットを絞っ
て遺伝子解析をすることにした。	
	 まず野生型及び変異型 CBX2 プラスミドを作成し（図 3-7C）、CBX2 をノックダ
ウンした細胞に発現させた（図 3-7D）。約 72 時間、各	CBX2 を発現させた後に
p21 遺伝子の発現を解析したところ、野生型では CBX2 のノックダウンによって
脱抑制されていた p21 の発現抑制機能が回復することが確認できた（図 3-7E）。
次に変異体を発現させたところ、SR、AR 領域及び CD 欠損変異体では野生型とは
異なり p21 の発現を抑制することができなかった（図 3-7E）。このことから CD





図 3-6	 	CK2 による	CBX2-N のリン酸化は AT-hook の RNA 結合能を阻害する	


















































































































































































	 本研究では、ヒトの CBX2 が細胞内で SR 領域が主にリン酸化されており、そ
のリン酸化はH3K27me3ヌクレオソームの結合特異性に重要であるということを
明らかにした。さらに細胞を用いた解析により、SR 領域が CBX2 の細胞内での機
能に必須であることが分かった。	





HEK293T 細胞ではほとんどの CBX2 がリン酸化されていたが、マウスと同様にヒ
トの他の細胞種や組織特異的にリン酸化の状態が異なる可能性があると考えら
れる。さらに、細胞種や組織によっては CD の S42 がリン酸化されることによっ
て、SR 領域のリン酸化と共に H3K27me3 の結合を制御している可能性は考えられ





	 本研究により、SR 領域のリン酸化によって CBX2-AT の核酸結合能が抑制され
ることが明らかになった。しかし、注意深く解析をするとリン酸化 CBX2-N は弱
い核酸結合が見られる。過去の報告では、CD と AT はそれぞれクロマチン結合に
重要であることが見出されている	(Tardat	et	al.,	2015)。しがって、CD のメ
チル化ヒストン結合能と SR 領域のリン酸化によって抑制された CBX2-N の弱い
核酸結合能がクロマチン結合に貢献していると考えられる。さらに、ゲルシフ
トアッセイの結果より CBX2-AT は DNA よりも RNA の方が高い結合親和性がある
ことを明らかにした（図 3-5,6）。過去の報告で AT は DNA と結合することが明ら
かにされていたが	(Aravind	et	al.,	1998)、RNA とも結合することを明らかに
したのは本研究が初めてである。近年、様々なノンコーディング RNA が CD タン
パク質のクロマチン結合に重要な役割を果たしていることが明らかになってい
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培養細胞を用いた解析から、Suv39h1 が実際に CD を介してセントロメア近傍か






	 クロマチン分画法によって Suv39h1 の大半はクロマチン画分に存在するとい
うことを見出した（図 2-5）。すなわち Suv39h1 と結合している major	satellite	
RNA の大半もクロマチン上に存在しているということが考えられる。また、
Suv39h1-CD の RNA 結合能が安定的にヘテロクロマチン領域に結合するために重




であることを見出したが、RNA 結合変異体を発現させた細胞の DAPI-dense 領域
の H3K9me3 は、発現 6 日後には野生型と同等まで回復するということが分かっ
た。しかし今回の解析は major	satellite	領域以外の領域にどのような影響が
あるのかは解析をしていない。すなわち RNA もしくは H3K9me3 と結合できない
変異体はセントロメア近傍を正確に認識できず、それ以外の領域の H3K9 をメチ
ル化している可能性があると考えられる。事実、図 2-6 で RNA 結合及び H3K9me3
結合変異体 Suv39h1 は野生型とは異なり、ユークロマチン領域にも局在すると
いう結果を得た。今回は解析を遂行しなかったが、変異体を用いた ChIP-seq 等
でゲノムワイドに Suv39h1 及び H3K9me3 の局在を解析することによって、
Suv39h1-CD の RNA 結合能のさらなる重要性が見出されるであろう。また、以上

















	 CBX2 は、一般的に PRC2 が導入した H3K27me3 に CD を介して結合することによ
って PRC1 タンパク質群を呼び込み、条件的へテロクロマチン構造を形成すると
考えられている。しかし、過去の生化学的な研究結果では、CBX2 の H3K27me3 結




アッセイの結果より、CBX2 は RNA と相互作用をすることを見出した。実際に細
胞内で RNA と結合するかの検討は行っていないが、CD タンパク質がノンコーデ
ィング RNA と結合することがいくつも報告されていることから、CBX2 が細胞内













考えられる。本研究は Suv39h1、PRC タンパク質、major	satellite	RNA の関係
性を明らかにする糸口になることが期待される。	
	 本研究によって marjor	satellite	RNA 及び H3K9me3 結合能が Suv39h1 のクロ
マチン結合に重要な役割を果たしていることを見出した。一方で、発生や分化
段階で形成される条件的ヘテロクロマチン形成に必須である H3K27 のトリメチ
ル化酵素群の PRC2 も、ノンコーディング RNA によって標的領域にリクルートさ
れると考えられている	(Aranda	et	al.,	2015)。さらに本研究によって、CBX2
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